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(57) Abstract 

The disclosed synthesis system is based on the idea of 
designing a synthesis and treatment procedure, substrates and anchor 
groups which enable biomolecules to be simultaneously produced 
in an entirely automatic manner. By using a pipetting robot to 
dispense the reagents, the reaction column can be arranged in a 
format suitable for subsequent treatment. For a pipetting robot to 
carry out even water-sensitive or air-sensitive synthesis protocols, 
certain structural measures must be taken. The operation principle 
of the automaton and the synthesis sequence arc described below 
as an example of a possible solution. The automaton can work 
with conventional substrates and reagents. Handling, however, is 
simplified by new, specially adapted substrates and anchor groups. 
A special, simultaneous purification and aliquot portioning process 
improves product quality and makes the device easier to use. 

(57) Zusammenfassung 

Dem erfindungsgcmaikn Synthcscsystem liegt nun der 
Gedanke zugrunde, Synthese, Trftger, Ankergruppen und 
Aufarbeimngsprozedur fUr die simultane vollautomatische 
Herstellung von BiomolekUlen auszulegen. Bei Verteilung der 
Reagenzien tiber einen Pipctticrrobotcr kQnncn die RcaktionssSulen in einem fiir die weitere Bearbeitung geeigneten Format angeordnet 
werden. Um mit einem Pipetderroboter auch ein wasser- oder luftempfindliches Syntheseprotokoll durchfUhren zu kOnnen, mOssen 
bestimmte konstruktive MaBnahmen ergriffen werden. Beispielhaft fiir eine mdgliche L5sung werden im Folgcnden das Funktionsprinzip 
des Automaton und der Ablauf einer Synthese beschrieben. Der Automat kann mit konventioncUcn Tragem und Reagenzien arbeiten. Die 
Handhabung wird aber durch speziell angepaBte, neu entwickelte TrSger und Ankergruppen vereinfacht. Durch AnschluB eines speziellen 
Vcrfahrens fur simultane Reinigung und Aliquoticrung wird die QualitSt der Produkte verbessert und die Verwendung vereinfacht. 
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VORRICHTUNG FOR EINE AUTOMATISIERTE CHEMISCHE SYNTHESE 

Die Synthese von polymeren Biomolekulen wie Oligonucleotide, Peptide oder unna- 
turliche Analoge dazu nach dem Prinzip der Festphasensynthese ist eine etablierte 
Technik (/tf4a§^2). 

Wahrend multiple parallele Peptidsynthese in offenen Reaktionssystemen zum 
Stand der Technik gehort (>Uaa§§^14, Aniag/ 15). werden z.B. Oligonucleotide eher 
einzein hergestellt. Das Hauptproblem der Oligonudeotidsynthese liegt in der ex- 
tremen Wasserempfindlichkeit der zum Stand der Technik gehdrenden Phosphor- 
amiditchemie (/tf=4a§^2). Oligosyntheseautomaten sind daher geschlossene Syste- 
ms und arbeiten unter Schutzgas. Ein publiziertes Gerat zur parallelen Synthese von 
b:c zu 06 C!:scr/jclcct:dcr. bcr.'jtzt c;r. ctGrifalls gescMosoenco lAcakuunoDyoicfni 
und eine Vielzahl von Ventilen zur Dosierung von Reagenzien (Aftte§^16). Hier 
werden konventionelle Trager und manuelle Prozeduren zur Aufarbeitung verwen- 
det. 

Dem erfindungsgemalien Synthesesystem liegt nun der Gedanke zugrunde, Synthe- 
se, Trager, Ankergruppen und Aufarbeitungsprozedur fur die simultane voliautomati- 
sche Herstellung von Biomolekulen auszulegen. Bei Verteiiung der Reagenzien uber 
einen Pipettierroboter konnen die Reaktionssaulen in einem fur die weitere Bearbei- 
tung geeigneten Format angeordnet werden. Um mit einem Pipettierroboter auch ein 
wasser- oder luftempfindliches Syntheseprotokoll durchfuhren zu konnen, mussen 
bestimmte konstruktive Madnahmen ergriffen werden. Beispieihaft fur eine mogliche 
Losung werden im folgenden das Funktionsprinzip des Automaten und der Ablauf 
einer Synthese beschrieben. 

Der Automat kann mit konventionellen Tragern und Reagenzien arbeiten. Die Hand- 
habung wird aber durch spezielt angepalite, neu entwickelte Trager und Ankergrup- 
pen vereinfacht. 

Durch Anschlufi eines speziellen Verfahrens fur simultane Reinigung und Aliquotie- 
rung wird die Qualitat der Produkte verbessert und die Verwendung vereinfacht. 



bestAtigungskopi? 
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Insbesondere betrifft die Erfindung folgende Ausf uhrungsf ormen : 
Vorrichtung fiir eine automatisierte simultane chemische Synthese und Aufreinigung einer 
Vielzahl von Produkten an der Festphase sowie Tragermatcrial und chemische Bausteine 
fiir die Festphasensynthese 

dadurch gekennzeichnet, daB 

1 . eine Vielzahl (10 bis 1000, vorzugsweise 48 und ein vielfaches davon, vorzugsweise 400) 
von separaten, nach oben und unten offenen ReaktionsgefaBen als parallel in einem Block 
( j^nlggc 1/ Abb. 6) angeordnete Kanale oder kleine Saulen vorgesehen werden, die entwe- 
der gemeinsam oder einzeln entnehmbar sind; in den Kanalen/Saulen das Tragermaterial fiir 
die Synthese (Festphase) entweder zwischen zwei inerte porose Frittenbbden /Anlago 11)/ 
oder vorzugsweise selbst als chemisch modifizierter Fritten- oder Filterboden /Anlago 10\/ 
i-liistuiaulii wird ^^ ^niag e 1 / ADb. /), so daB von oben zugegebene flussige Medien allein 
durch die Oberflachenspannung und Benetzung des Materials im Reaktor festgehalten 
vverden. 

2. der Reaktorblock nach 1 . auf eine Wanne aufgesetzt wird, die iiber ein schaltbares Ventil an 
eine Vakuumpumpe angeschlossen ist und so die fliissigen Medien aus den Reaktoren und 
den darin enthaltenen Tragermaterialien simultan abgesaugt werden kbnncn. 

3. die oberen Eingange der Reaktionssaulen im Reaktorblock nach 1. abgedeckt durch eine 
dariiber angebrachte Lochblende (Prallblech) mit Inertgas (z.B. Stickstoff, Argon) geflutet 
werden konnen und der Inertgasstrom gegebenenfalls wahrend des Absaugvorganges nach 
2. deutlich erhoht wird; altemativ, der Raum iiber den ReaktionssaulenZ-kanalen durch eine 
zweite, verschiebbare Lochblende gezielt verschlossen werden Wnnn^ nm r^'i^ R-eagenzien 
mit Inertgasuberdruck aus den ReaktionssaulenZ-kanalen auszublasen. 

4. chemische Bausteine, Reagenzien und Losungsmittel von einem xyz-Pipettierroboter iiber 
elektronisch steuerbare Dosierspritzen (Dilutoren) mit einer oder mehreren Dosiernadeln 
und gegebenenfalls zusatzlich einem oder mehreren Dosierkammen auf die ReaktionsgefaBe 
verteilt werden, so daB jeder Reaktor einzeln adressierbar ist. 

5. die Dosiemadel nach 4. mit mehreren (mindestens zwei) an separate Dosierspritzen 
angeschlossenen, also getrennt befiillbaren inneren Kanalen ausgeriistet ist, deren Enden 
sich erst kurz vor dem AuslaB treffen ( ^nlage 1 / Abb. 8 ) und so bei simultaner Dosierung 
mehrerer Reagenzien die Mischung erst kurz vor der Abgabe in der Spitze der Dosiernadel 
erfolgt, wobei ein Kanal auch an die Inertgasversorgung angeschlossen sein kann und so 
liber ein Inertgaspuls das Mischvolumen ausgedruckt werden kann. 

6. die Dosiernadel nach 4. und 5. in der Langsachse federnd gelagert ist, um ohne Bescha- 
digung auf das Tragermaterial oder die Deckfritten in den Reaktorkaniilen aufsetzen zu 
konnen und so auch kleinste Volumina bis herunter zu 1 Nanoliter sicher absetzen zu 
konnen. 

7. eine Vielzahl (zwei bis ein hundert, vorzugsweise 24) an chemischen Bausteinen und 
Reagenzien, gegebenenfalls in geeigneten Lbsungsmitteln gelbst, in mit Septen verschlosse- 
nen GefaBen, die in einem vom Reaktionsblock getrennten Reagenzienblock angeordnet 
sind, bereitgestellt werden. 
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8. die mit Septen verschlossenen Halse der GefaBe im Reaktorblock nach 7. abgedeckt durch 
eine dartiber angebrachte Lochblende (Prallblech) mit Inertgas (z.B, Stickstoff, Argon) 
geflutet werden konnen. 

9. Reagenzien mit der Dosiemadel nach 4. und 5. auch aus Transferports entnommen werden 
konnen, die eniweder direkt oder iiber schaltbare Ventile mit Vorratsflaschcn verbunden 
sind ( Anlagc 1/ Abb. 6) und diese Vorratsflaschen unter einem geringen Uberdmck an 
Inertgas stehen. 

10. Lbsungsmittel und Reagenzien aus Solventflaschen mittels Dosiersphtzen oder durch 
Inertgasuberdruck auch iiber einen oder mehrere Dosierkamme nach 4. simuUan auf 
menrere Rcakiuitn i^ihcriV/ci^c vcr^e:!: verden ^nnnen 

11. das Tragermaterial nach 1, eine Schicht im Reaktorkanal bildet, die gleichmaBig von den 
oben aufgegebenen Reagenzien und Losungsmitteln allein durch die Schwerkraft durch- 
stromt wird. Nach dem zum Stand der Technik gehorenden Prinzip der Festphasensynthese 
( /inlQgc 2^ Abb. 2 ) werden so die einzelncn Produkte je Reaktor kovalcnt fixiert auf der 
Oberflache des Tragermaterials und parallel durch eine Abfolge von Pipettieroperationen 
schrittweise aufgebaut. Wahrend aller Syntheseschritte (Aufbaureaktioncn, repetitive 
Schutzgnippenabspaltungen und Waschoperationen) bleiben die Produkte am Tragerma- 
terial kovalent verkniipft und werden erst in einem oder mehreren letzten Reaktionsschritten 
vom Tragermaterial abgespalten und in Losung gebracht. 

12. die chemischen Bausteine (Monomere), die flir den Aufbau der Produkte eingesctzt werden, 
als ASCn Lettem codien sind unu ulc FiOuukte so als Abfolge von A.ufb?.iiTPaktionen 
(Monomereinbaureaktionen) durch ASCII Worte beschrieben sind; die Gesamtheit aller 
Produkte fiir ein Syntheseprogramm ist somit eine Liste von ASCII Worten, die von einer 
geeigneten Software auf einem Steuerungsrechner in Ventilschaltungs-, 
Dosierspritzenbewegungs- und Roboterarmbewegungsoperationen umgesetzt wird, wobei 
jeder Monomereinbau aus einer Folge von mehreren Reaktionsschritten und Schaltungs- 
operationen bestehen kann ^sidu Anlagc: 3/ 

13. fiir die kovalente Verkniipfung der Produkte mit dem Tragermaterial nach 11. geeignete 
Verknupfungsbausteine (Linker) vorgesehen werden, die eine selektive und schonende 
finale Abspaltung der Produkte erlauben ( /^nlagc 1/ Abb. 1 ). Vorzugsweise wird fiir die 
Synthese von oligomeren Verbindungen wie Oligonucleotide, Peptide usw. ein "univer- 
seller" Linker j fAnlago 1 und 5) /vorgesehen, an den auch die Bausteine der ersten Aufbaure- 
aktion mit dem gleichen chemischen Reaktionstyp verkniipft werden konnen, der auch fiir 
die weiteren Aufbaureaktionen eingesetzt wird, wodurch fur die ganze Synthese einer 
Verbindungsklasse nur ein Typ von Bausteinen gebraucht wird (z.B. nur Nucleosid-3'- 
phosphoramidite fur die Synthese von 3'-OH-01igonucleotiden). 

14. vorzugsweise der Linker nach 13. bei den finalen Abspaltungsreaktionen erst in eine labile 
aber noch intakte Form uberfuhrt wird (safety-catch Linker), die dann durch eine milde 
chemische Behandlung, vorzugsweise eine pH-Veriinderung, gespalten wirdj [An]Qgcn 5 b i a 

-8^ Mit einem solchen Linkertyp lassen sich die kovalent fixienen Produkte einfach durch 
automatische Waschoperationen am Tragermaterial von chemischen Reagenzien reinigen 
und erst ganz zum SchluB aus den Reaktoren in eine der Reaktoranordnung komplementa- 
ren Anordnung von AuffanggefaBen eluieren ( fvnlago 1/ Abb. 9 ). 
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anordnung komplementaren Anordnung von AuffanggefaBen eluieren (^ag e i j Abb. 9 ). 

15. die Zielprodukte der Synthesen mit einer als Affinitatslabel nutzbaren Gruppe versehen 
sind, fiber die die Zielprodukte an eine entsprechende Affinitatsphase gebunden werden 
k6nnenJ| (Anlage 9) . Damit werden die aus den Reaktoren eluierten Produkte in eine der 
Reaktoranordnung komplementaren Anordnung von Affmitatssaulen ( Anlage 1 / Abb. 9 ) 
iiberfiihrt und durch einfache automatisierte Waschoperationen von Nebenprodukten 
gereinigt. Nachfolgend werden die Zielprodukte durch einfache automatisierte Wasch- 
oder Abspaltungsoperationen aus den Affmitatsaulen in eine der Reaktoranordnung kom- 
plementaren Anordnung von AuffanggefaBen eluiert. 

16. die BLndungskapazitaten der Attmitatssauien nacn 15. 5>u ImiiLLii olud, izP. auch bei 
unterschiedlichen Syntheseausbeuten je Reaktor eine gleiche Mindestmenge an Zielpro- 
dukt gebunden und eluiert wird, damit alle Produkte einer multiplen Synthese in aquimo- 
laren Mengen erhalten werden. 
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Auf der Arbeitsflache einesiPipettierroboters sind angeordnet: 

- Stander fur Derivatelosungen, evtl. unter Schutzgas mit Septum 

- Entnahmeports fur Reagenzien, hier durch Ventile schaltbar 

- Reagenzienflaschen unter Schutzgas 

- Halterung fur Reaktionssaulen 

Die Reaktionssaulen bestehen aus Kunststoffrohrchen mit eingesetzten Fritten, die 
den eigentlichen Synthesetrager einschlielJen, den Trager in einer definierten Posi- 
iion fixlefcn uJci ^elbot z\z Trigor deriv?*iei^^r+ wiirdpn Als Rohrchen wurden hier 
handelsubliche Pipettenspitzen veoA/endet, Alternativ ist die Verwendung eines zu- 
sammenhangenden Spritzguliteils moglich, das einzelne Kavitaten mit Filterfritten 
enthalt (z.B. von PolyFiltronics, Rockland, MA, USA. erhaltlich). 

Das Reaktionssystem|>A4«jrim oberen Teil mit Schutzgas gespu 
als Abdeckung/ Vorhindort - auch bei kleinem Volumenstrom das Eindringen von lufli^^'-^^ 

Der untere Teil des Reaktionssystems kann zur Absaugung der Reagenzien mit Va- 
kuum beaufschlagt werden. In einer alternativen Anordnung kommt eine zweite, ver- 
schiebbare Lochblende zur Anwendung. Damit lassen sich die Locher bei Bedarf 
verschlieBen und die Reaktionssaulen durch einen Uberdruck von Schutzgas aus- 
blasen. 

Zur Dosierung von Reagenzien ist der Roboter mit einer Kanule versehen, aie min- 
destens zwei unabhangige Kanale aufweist. Diese Kanale treffen sich erst sehr kurz 
vor dem Auslali. Uber angeschlossene motorbetriebene Dosierspritzen lassen sich 
Reagenzien separat aufnehmen und simultan abgeben. Im einfachsten Fall besteht 
die Kanule aus zv\^ei konzentrisch angeordneten Rohren (vgl. Abbildung). Die Kanu- 
le ist in der Langsachse federnd gelagert, urn auch kleinste Volumina bis herunter zu 
1 |j| ohne Beschadigung der Tragerfritten auf diesen absetzen zu konnen. 

Urn die Synthesegeschwindigkeit zu erhohen, kann eines oder mehrere der Rea- 
genzien und Losungsmittel auch uber einen Verteilerkamm dosiert werden. Dieser 
Verteilerkamm wird entweder auch uber eine Dosierspritze bedient, oder er ist uber 
Ventile mit einem oder mehreren Vorratsbehaltern unter Uberdruck anschliefibar. 
Der Verteilerkamm dosiert Reagenzien immer simultan auf eine Reihe von Reakti- 
onssaulen. Die Synthese besteht nun aus einer Reihe von programmgesteuerten 
Ubertragungen von Reagenzien und Losungsmitteln aus den Vorratsbehaltern in die 
Reaktionssaulen. Syntheseablauf und Art der Reagenzien sind im Prinzip bekannt 
und Stand der Technik. 



Die Synthese beginnt mit der Festlegung der Sequenzen als Liste von ASCII- 
Zeichenketten im steuernden Computerprogramm. Der Syntheseablauf v/ird als Ab- 
folge von Arbeitsschritten mit Angabe der Reagenzien, der jeweils zu ubertragenden 
Volumina und der einzuhaltenden Reaktionszeiten definiert. Ein Beispiel fur ein Ab- 
laufprogramm ist im Anhang angegeben. 



wo 98/35753 A . 5 . A PCT/EP98/00901 





Das Gerat wird dann mit den notwendigen Reagenzien und Synthesetragern be- 
stuckt. Konventionelle Trager nach dem Stand der Technik erfordem die Zuordnung 
zu den einzelnen Sequenzen. da der erste Baustein aulierhalb des Gerats separat 
aufgebracht werden mu(i. Eine Vereinfachung erreicht man durch den Einsatz des 
erfindungsgemalien universellen Tragers. bei dem der erste Baustein im Synthese- 
automaten gekuppelt wird. Die Chemie dazu ist in der Aniage beschneben. 

Die Synthese beginnt typtscherweise mit einem Waschschritt, der vorzugsweise 
'jbcr \/oHPiiprkamm ausqefCihrt wird. Zum Entfernen der Losungsmittel wird das 
Absaugventil fur eine bestimmte Zeit geschaltet und aer uniere 1 tiil uco Reaktionc 
systems mit Vakuum beaufschlagt. In dieser Zeit wird der Schutzgasstrom zum obe- 
ren Teil deutlich erhoht, urn das Eindringen von Fremdiuft weitgehend zu verhin- 
dern. Ansct^lieliend wird typischerweise eine Losung zur Abspaltung der temporaren 
Schutzgruppen uber die Kanule verteilt, z.B. Trichloressigsaure in Acetonitril. Die 
Kanule wird zunaclist in den geschlossenen Transferport gefahren, der gegen die 
Audenseite der Kanule dicht abschlieBt. Dann wird das Ventil geoffnet und das 
Reagenz in einen der Kanale der Kanule aufgezogen. In der Regel wird mehr als die 
benotigte Menge aufgezogen, da es im Grenzbereich im Schiauch zwischen Kanule 
und Dilutor zu Vermischungen kommen kann. Der Grenzbereich zwischen den 
Flussigkeiten wird in der Regel durch eine zusatzlich aufgezogene Luftblase defi- 
niert. Das Ventil wird wieder geschlossen, und die Kanule fahrt die erste Reaktions- 
saule an. Die Kanule wird gegebenenfalis auf der oberen Fritte Oder dem Trager 
selbst aufgesetzt und das ersie Aiiquoi u«i> Reagenzes abgcgeben. Die wpitfimn 
Positionen werden analog angefahren. 

Anschliedend wird der Uberschuli im Schiauch venA^orfen und die Kanule gespult. 

Bei Reagenzien, die gemischt werden mussen, z.B. zur Aktivierung der Monomer- 
bausteine, wird zunachst wie beschrieben eines der Reagenzien aufgenommen. An- 
schliefiend wird das zweite (und gegebenenfalis weitere) Reagenz in den zweiten 
Kanal der Kanule aufgesaugt. Urn schon fur die erste Dosierung eine korrekte Mi- 
schung zu liefern, wird ein Teil des Uberschusses zu Beginn durch gieichzeitiges 
Betatigen beider Dilutorspritzen verworfen. Die Kanule fahrt dann auf die vom Pro- 
gramm vorgegebenen Positionen, setzt auf der Fritte auf und dosiert das Reaktions- 
gemisch durch gieichzeitiges Betatigen der Dilutorspritzen. Dieses Verfahren ist der 
entscheidende Schritt der Synthese: Durch die Trennung der Reagenzien bis zur 
Dosierung auf den Trager wird die Konkurrenzreaktion zur Kupplung, die Hydroiyse 
durch Spuren von Wasser, verzbgert. Damit ist die Synthese in einem eigentlich zur 
Atmosphare offenen Reaktionssystem entgegen der vorherrschenden Meinung von 
Fachleuten doch moglich. 

Der weitere Syntheseablauf besteht aus einer Abfolge ahnlicher Schntte mit wech- 
selnden, vom Programmablauf festgelegten Reagenzien. 

Im Anschlud an die Synthese erfolgt die bekannte Entschutzung und Abspaltung der 
Produkte vom Trager, z.B. durch Inkubation mit konzentrierter Ammoniaklbsung. 
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Alternativ laBt sich ein erfindungsgemalJer „ Safety-Catch-Linker" verwenden. der bei 
Abspaltung der Schutzgruppen erhalten bleibt und lediglich in einen labileren Zu- 
stand gebracht wird. So kbnnen alia Reagenzien und Nebenprodukte ausgewa- 
schen werden bevor in einem separaten Schritt die Syntheseprodukte vom Trager 
abgespalten werden. Der Einsatz des Safety-Catch-Linkers erieichtert die Synthe- 
seaufarbeitung erheblich, da Ammoniak und Nebenprodukte leichter abgetrennt 
werden konnen als es bisher mbglich war. 

Die Aufarbeitung wird ebenfalls erieichtert durch die Anordnung der KeaKiionsg«rd- 
(ie in einem Standardformat, z.B. dem von Mikrotiterplatten, 

Da die Reaktionen wahrend der Synthese niemals vollstandig ablaufen, ist es 
durchaus ublich, wenn auch nicht immer notwendig, die Produkte zu reinigen. Hier 
bietet sich das von Blocker und Frank beschriebene Verfahren (ABte§^9 A) an. Al- 
ternativ lassen sich auch andere bekannte Affinitatsreinigungen anwenden, z.B. 
uber die Interaktion von Biotin und Avidin /An l ago 17y ^-;?vf^ /H-S) • 

Die meisten Anwendungen erfordern eine relativ genau bestimmte Menge an Syn- 
theseprodukt. Im Fall der Oligonucleotide fur Sequenzierreaktionen ist das nur ein 
Bruchteil der Syntheseausbeute. Hier lafit sich die Ausbeute uber alle Synthesean- 
catre prfindungsgemali durch Verwendung einer limitierenden Menge an Affinitats- 
matrix niveilieren. Die Menge an Affinitatsmatrix wira gui definieii und in jedcnn F3!! 
deutlich mehr markiertes Syntheseprodukt aufgegeben als der Bindungskapazitat 
entspricht. 

Die anschliefiend eluierten Mengen an Syntheseprodukt sind dann in etwa gleich 
(Aniage 9 B). Die Kombination von Affinitatsreinigung und Aliquotierung ist neu und 
erspart aufwendige Konzentrationsmessungen. 

Durch den modularen Aufbau des Syntheseautomaten wird es moglich, Synthese, 
Abspaltung, Reinigung und Aliquotierung in einem Gerat zu vereinen. Bei Anwen- 
dung des Verfahrens nachy\nlage-9-yykann ein Affinitatstrager aus Polymermaterial, 
z.B. Polystyrol, Polyethylen Oder Modifikationen davon, benutzt werden. Das Mate-^/?rJ"/r 
rial kann so gewahit werden, dall es gegenuber der Synthese und Schutzgruppen- 
abspaltung inert ist. Es Ial3t sich dann sogar als Fritte unter dem Synthesetrager an- 
ordnen, was die Aufarbeitung gegenuber dem Stand der Technik erheblich vereinfa- 
chen wurde. 
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A) Chemiscne Voraussetzungcn zur huuipiuallclcu DNA-Synthcsc 



Das Arbeitsprinzip des konzipierten multiplen Syntheseautomaten sieht ein Raster von 
einfachen kleinen Reaktoren vor, in denen kleine porose Membranfritten das Tragermaterial 
fur die Synthese darstellen. Der SynthesemaBstab je Reaktor soil an die Anwendung als 
Sequenzier-Primer optimal angepaBt sein und im Bereich 1 bis 10 nanoniol liegen. Das 
Konzept zur chemischen Derivaiisierung des Tragermaterials fiir den Einsatz zum schritt- 
wcisen Aufbau von Oligonucleodden ist in Abbildung l)dargestellt. 




Linker 




(optional) 



Abbildung 1: Molekulare Module fiir die Festphasensynthese von Oligonucleotiden. P = polymeres 
Tragermaterial; X = chemische Funktion zur Verankerung (-0- oder -NH-); Spacer = Abstandshalter; 
Linker = Einheit zur reversiblen Verankerung des 1. Nucleotidbausteins; N,2 = Nucleotidbausteine. 

Es wurden zuniichst ausreichend empfindliche Detcktionsreaktionen etabliert, um die einzel- 
nen Derivatisierungsschritte quantitativ im nanomol-Mafistab verfolgen zu konnen: 

- fiir Hydroxylfunktionen: Tritylierung mit Dimcthoxytritylchlorid in Pyridin gefolgt von 
der sauren Detritylierung mit Dichloressigsaure in Dichloethan und photometrische 
Bestimmung des Dimethoxytritylkations. 

- ftir Aminofunktionen: Anfarbung mit dem anionischen Farbstoff Bromphenolblau in 
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Dimethylformamid gefolgt von der basischcn Dissoziation und photometrischen Bestim- 
mung des Bromphenolblau-Anions. 

Verschiedenste, kommerziell erhiiltliche Membranmaterialien auf Polvolefinbasis wurden 

dann auf Eignung untersucht. Je nach Herstellung wcisen diese Materialien schon eine 

unspezifische oxidative Alterung der Oberflache mit Hydroxyl-, Keton-, Aldehyd- und 

Carboxylgruppcn auf ( Abblldung 2 ). Daher wurde eine Prozedur entwickelt, die diese 

Polynieroberflache zunachst reduktiv "saubert" und anschlieBend durch selektive und leicht 

steuerbare Oxidation ausschlieOlich die hier gevviinschten Hydroxylgruppen generiert ( Ab- 

bildung 3 ). Damit kann jetzt Frittenmaterial mit vorbestimmter und fur den Einsatz zur 

Oligonucleotidsynthese geeigneter Funktionalitiit hergestellt werden. Eine Vielzahl von 

chemischen Umsetzungen dieser sowie auch anderer hydroxylierter Materialien (z.B. Cel- 

lulosepapiere) wurde durchgetiihrt, uni geeignete "i^pacer" und unxer auizuonngen 

( Abbildung 4). Die so erhaltenen Fritten wurden in einem konunerzielien Syntheseautomaten 

fur Oligonucleotidsynthesen erfolgreich eingeseizt ( Abbildung 5) und stehen jetzt fur Tests 

im Reaktormodul des neuen Automaten zur Verfiigung. 

/f 

Idealerweise sollte das nach Abbildung l\vorbereitete Tragermaterial (Trager-Spacer-Linker) 
universell fiir jede Oligonucleotidsequenz einsetzbar sein, so daB keine individuelle Kon- 
figurierung des Syntheserasters notwendig ist. Dies ist durch die konventionelle Beladung in 
einer separaten Reaktion mit 3'-Nucleosidsuccinaten nicht gegeben (jede Sequenz erfordert 
einen der vier verschiedenen beladenen Trager). Deshalb soli ein universeller "Linker" 
implementiert werden, auf dem die Oligonucleotidsynthese direkt mit einem ersten Nucleotid- 
baustein beginnen kann. Das Konzept der intramolekular spaltbaren Phosphodiester nach 
Koster und Heyns (Tetrahedron Letters 1972. 1531) bzw. Cough et al. (Tetrahedron Letters 
1983 , 5321) wurde hierflir herangezogen und geeignete Linkerbausteine hergestellt und am 
Tragermaterial verankert ( Abbildung 4, Verbindungstyp 3). In Modellsynthesen konnte 
erfolgreich gezeigt werden, daB das Konzept funktionien. 

Ein weiterer Aspekt der konzipierten Synthesetechnologie ist die integriene parallele Reini- 
gung und Lagerung der Oligonucleotide. Durch Verwendung einer eigens dafiir zu entwik- 
kelnden "safety-catch"-Verankcning auf der Trageroberflache soil eine tragerfixierte Ent- 
schiitzung und Reinigung realisien werden. Hierftir wurde ein chemisches Konzept entwik- 
kelt, das eine Modifikation des universellen Linkers darstellt (Abbildung 4, Verbindungstyp 
3). Entsprechende Modellverbindungen wurden hergestellt, mit denen das Konzept erfolgreich 
auf Funktionsfahigkeit iiberpruft wurde. 

B) Experimentalversion einer DNA-Synthesemaschine 

Eine erste Version des Geriites wurde anhand des ursprlinglichen Konzeptes aufgebaut und 
die notwendige Steucrungssoftware extern erstellt ( Abbildung 6 f) 
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Quantifizieaing (und Reinigung) der produzierten Oligonucleotide 



Je nach Basensequenz der synthetisierten Oligonucleotide erhalt man unterschiedliche 
Gesamtausbeuten. Das folgende Verfahren ermoglicht es, eine einheitlich definierte Menge der 
verschiedenen Oligonucleotide zu erhalten. Gleichzeitig werden die Oligonucleotide dabei 
gereinigt. 

1. Als Material fur die Quantifizierung dient ein hydrophobes Polyolefin-Pulver (PE, PP oder 
PTFE). Definierte Mengen dieses Pulvers werden in Sterilfilter-Spitzen (Fa. Eppendorf) 
oder in entsprechende Spitzen mit Fritten gegeben (z.B. 20mg, 10 mg, 5 mg oder 2,5 mg) 
Vorbereuei wird das Puiver durch waschen mli Aceioniili (jc 3 x 250 ^1) unu duicuucucim 
mit IM Triethylamin-Acetat-Puffer (TEAA) Oe 3 x 250 nl). 



2. Die mit dem PRIME96-Syntheseroboter dargestelhen Oligonucleotide, die noch die 
hydrophobe Trityl-Schutzgruppe besitzen, werden vom Trager abgespalten. Man erhalt so 
die Losung A (In diesem Beispiel: 200 ^1 33% NHs-Losung). Diese Lbsung A wird 1 : 1 mit 
Wasser verdiinnt und auf die vorbereiteten Saulen gegeben und langsam mit Hilfe einer 
Spritze durchgedruckt. 

3. Es wird mit 2,5 % NH3 (aq) (je 3 x 250 ^il) und Wasser (je 3 x 250 ^l) gespult. 

4. Die Trityl-Schutzgruppe wird nun mit 2% Trifluoressigsaure (aq) (je 3 x 250 pi) 
abgespalten. Nach 5 Min. wird mit Wasser (je 3 x 250 pi) gespult. 

5. Eluiert wird das quantifizierte und gereinigte Oligonucleotid mit 20% Acetonitril (aq) (je 3 
X 250 pi). 



Beispiel: 



Aufgetragen wurden 7,2 OD (ca, 40 nmol) eines gemischten 18'mers 



mg 

Quantiftzicrungs- 
Harz ^ 


Auftraj^^cluut 
(0D2«) 


TFA-Eluat 
{OD„o) 


Endprodukt 
(OD260) 


Wiedcrfinilungs- 
ratc(%) 


2.5 


5,5 


0.9 


0,427 


94 


5 


5,22 


0.9 


0,968 


98 


10 


4.3 


0,7 


1,93 


95 


20 


3,32 


0,4 


2,68 


88 



Als „Faustformer' ergibt sich aus dieser Testreihe, daO ca. 1 nMol Oligonucleotid pro mg 
Quantifizierungsharz gebunden wird. 



Die Quantifizierung beruht darauf, daB eine definierte Menge des zunachst noch tritylierten 
Oligonucleotids pro mg des eingesetzten Reinigungsmaterial gebunden wird. Da die Menge des 
mit dem PRIME96 jeweils synthetisierten Oligonucleotids stets groBer ist, als die Menge, die 
vom Reinigungsmaterial gebunden werden kann, ist so auf einfache Weise eine Quantifizierung 
moglich. 



Wq 98/35753 




CT/EP98/00901 



/Aniagc 10! / 
Tragermaterial fur die Festphasensynthese 
• mit/ dcm PRIME96 Syntheseroboter 



Innovatives Konzept: 

Unser innovatives Synthesekonzept basiert darauf, daB die verschiedenen Reaktionslosungen 
allein durch Kapillarkrafte an einem festen Trager haften und mit diesem reagieren konnen. 
Dabei kann also so aui anfaiiige uud icuic Vciuilo^oti-iTiC vcriichtct v/crdcr.. 
Dieses kann zum einen dadurch realisiert werden, dafl man zwischen zwei inerte Fritten ein 
konventionelles Tragermaterial einbringt. Noch besser ist es jedoch, einen Trager zu 
entwickeln, der bereits eine definierte porose Stmktur besitzt, urn diesen dann zu 
funktionalisieren. Das letztere Verfahren bietet dabei folgende Vorteile: 

• kommerziell erhaltliches Tragermaterial mit defmiertem macroporosem Porendurchmesser 

• reproduzierbare Herstellung 

• grofie Oberflache 

• gute Durchstromungseigenschaften 

• definierte Stmktur 

• mec^ianisch stabil 

^ chemisch weitgehend inprte?; GrundmateriaL nur die Oberflache wird derivatisiert 

Ein derartiges neues Tragersystem haben wir hier entwickelt, wobei besonders die porose 
Struktur des Ausgansmaterials eine Funktionalisierung mit bekannten Verfahren ausschloB. 



Funktionalisierung von PolyoleFtn-Fritten (am Beispiel von Polyethylen- und Polypropylen) 



n Reduktion 

Bedingt durch den HerstellungsprozeB (Sinterung) sind die konvnerziell erhaltlichen 
Polyolefmfritten bereits oxidiert (Carboxy-, Carbonyl-, Hydroxyl-Gruppen). Um hier ein 
einheitliches Startmaterial herzustellen, ist zunachst eine Reduktion notig. 
Dazu werden in einem Dreihalskolben mit RiickfluBkuhler 50 mmol LiAlKi vorgelegt und 50 
ml trockener Diethylether zugetropft. Danach werden 1 g PE-Fritten hinzugefugt und 6 h unter 
RiickfluB erhitzt. Hiernach wird zunachst mit feuchtem Ether der IJberschuB von LiAlHU 
hydrolysiert und der Niederschlag mit 10%H2SO4 wieder aufgelost. Es wird 3 x mit 100 ml 
Wasser, dann mit 2 x 100 ml 10% NaHCOj , danach wieder mit 3 x 100 ml Wasser und 1 x 
100 ml MeOH gewaschen und im HV getrocknet. 

2) Direkte Hvdroxvlierung 

1 g der reduzierten Polyolefm-Fritten werden zu einer Losung von 10 ml H2O2 (30% aq) und 
100 ml Trifluoressigsaure gegeben. Unter RiickfluB wird 15 bis 60 Min. erhitzt. 
Je nach Reaktionszeit ergeben sich Beladungen von 250 nmol OH/g (15 Min.) bis 5 ^mol 
OH/g (60 Min). (Die Beladung mit OH-Gruppen wurde uber DMT-Kopplung bestimmt). 
Die hier verwendete Methode zur Hydroxylierung ist in der Literatur bis jetzt nur fur Alkane 
und Cvcloalkane beschrieben. 
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Die so hergestellten porbsen hydroxylierten Trager sind universell fur alle Festphasensynthesen 
einsetzbar. 

31 KoDPlung des ersten Bausteins (Startnucleosids') an den Trager 



Beispiel 1 (s.a. Abb. 4, Anlage 1): 



DMT— O- 




OH 




.0 



B 



20 ^mol DMT-dT'"-Succ werden in 100 \x\ DMF gelost und 31 ^mol N,N'- 
Diisopropylcarbodiimid (DICD) zugemischt. Nach 10 Min. werden 25 ^mol Methylimidazol 
zugemischt und 60 mg der hydroxylierten Polyolefin-Fritten (Darstellungs.o.) unter StickstofF 
zugegeben. Nach 24 Stunden bei 25 C werden die Fritten nacheinander mil DMF, Pyridin und 
Methylenchlorid gewaschen.. 



Beispiel 2; Einfiihrung eines Spacers (s.a. Abb. 4, Anlage 1): 



Einflihrung des Hexamethylen-Spacers: 




OH 



+ H2N(CH2)6NH2 
^ 




0 



H 

1 



NH2 



0 



In 5 ml einer 0.3 M Losung von 1 , 1'-Carbonyldiimidazol in DMF werden 180 mg im HV 
getrocknete hydroxylierte Polyolefin-Fritten (Darstellung s.o.) unter Stickstoff 6 Stunden bei 
RT geschiittelt. Danach werden die Fritten 3 x mit je 50 ml DMF gespiilt und danach in 5 ml 
einer 0.3 M Losung von 1,6-Diaminohexan in DMF 18 Stunden geschuttelt. Anschlie6end 
werden die Fritten mit DMF, Methanol, Aceton und Ether gewaschen und im HV bei RT 
getrocknet. 



Kopplung des Startnucleosids: 



DMT-0— I 



B 




® 



Durchflihrung analog Beispiel 1, jedoch ohne Methylimidazol. 
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Funktionalisierung von PTFE 



PTFE-Fritten v/erden mit Natriumnaphthalid behandelt und anschlieBend hydrolysiert. Bereits 
hier erhalt man hydroxylierte PTFE-Fritten. Durch eine anschlieBende Hydroborieaing kann 
man die Konzentration von Hydroxygruppen auf dem Trager noch erheblich steigern. 



Weiteres Tragermaterial (im PRIME96 getestet) 

• Cellulose (s. Anlage 12) 

• kommerzielles Tragermaterial (Fa. Pharmacia) als Pulver zwischen zwei Fritten 
(s. Anlage 1 1) 




OCH, 



H, Koster and K. Heyns (1972) Tetrahedron Letters 1972, 1531 

G.R. Gouph, M.J. Brunden and P.T. Gilham (1983) Tetrahedron Letters 1983, 5321 

S. Scott, P. Hardy, R.C. Sheppard and MJ. McLean (1994) In: Solid Phase Synthesis 
(K. Epton, Ed.) Mayflower WoridwideLtd., Birmingham UK, pp 115 
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Neue imiverselle Linker fiir die Synthese von Oligonucleotiden an fester Phase 

(Phosphoramiditchemie): 



Folgende Linkersysteme vvurden hergestellt und getesiet: 




5 -0-1 Oli§odcox>-nuckoiid I -3'-0— ? — Q 



W ^ / CH3 
^ /fl 



X = Nli 0; 



Typ la; Abspaltung vom Trager und gleicKzeitige Hydrolyse des Linkermolekiils: 

A und B: schnelle Esterhydrolyse durch NH3 oder LiOH, 

C: langsame Phosphodiestercyclisiening durch Saure oder Base; 




© 



X = NH. 0; 
Y = 0. Si 




0 — 3'- Olieodcoxvnuclcoude l-5'-0H 



Typ_ib: Abspaltung vom Trager und gleichzeitige Hydrolyse des Linkermolelculs: 

A und B: schnelle Esterhydrolyse durch NH3 oder LiOH: 

C: beschleunigte Phosphodiestercyciisiemng durch Saure oder Base; 




o*^ w B AO 



5'-0-( OUECXlco^■^•nuclcotld|.3'-0 = — O 

' ' 1 




X=«NH.O, 



Typ 2: I rreversible Verankerung des Linkermoiekuis auf der Festphase; 
Abspaltung des Linkers durch 2-Stufenmechanismus: 
A: schnelle saure Acetalhydrolyse (verd. AcOH/H.O); 
B: langsame Phosphodiestercyclisierung (LiOH); 



wo 98/35753 
■ 




CT/EP98/00901 



Neue universelle Linker fiir die Oligonucleotid-Synthese (Phosphoramiditchemie): 




A und B (Schnelle Esterhydrolyse, NH3 oder LiOH); 

C (Langsame Phosphodiestercyclisicrung, NH3 odcrLiOH); 

Synthese: 




Optional: 1 | 



5a/b 



Y 



YN^ ^OCHiCHiCN 



I CH, 



Tetiizol j I 



P 



7a 



0 

J ODMTr 
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Struktur 
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■Si-0 




2 



•Si-0 




u 3a 



DMTrO 



OH 




•Si-Q 




ODMTr 



■Si-0 




DMTrO 



ok/ 




DMTrO 



5a 



CH- 



CH3 



■Si-O' 



O 



\ 



•u 



4b 




5b 



ODMTr 




ODMTr 



6a 



U 



DMTrO \ yO 

CHj 





6b " ODMTr 



O-" CH3 



^OCH2CH2CN 

P 



N 



■0CItCH2CN 



O 



7a 



DMTrO 




O 



0 



u 
o 



7b jC^" 

Y ODMTr 
O CH3 
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Typ lb: Abspaltung vom Tragcrund gleichzeitige Abspaltung dcs Linkerxnolckuls: 
A und B (schnellc Esterhydrolyse, NH3 oder LiOH); 



Synthese: 



16a: Y = O; 
16b: Y=S; 



ci 




70% KOH/Fonnkldehyd 



YH 



CI 




YH OH 



17a: Y = 0; 
17b: Y= S; 



1 /a 



19a 



DMTrCl 



Pyridin 



Y 



Y 



Nv -'OCHjCHiCN 
I 



YY 



TeBiul 



DMTi 




Cf 



YH 



18a 



P 



CI 





a- y ^ 

YH ODMTr 



19a 



YH ODMTt 



Beladung: 

Tebuol/ACN 



Optional: 



20 



DMAP/ACN 



HO 




YH 0DM1Y 



21 



Beladung: 

TaTTJ/>JMVI/ACN 



Capping: 

Nach Beladung des Tragermaterials erfolgt die Acylierung (Cappimg) der phenolischen 
HO- Oder HS-Funktion durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid oder Prvaloylchlorid 
unter DMAP-Katalyse; 
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Struktur 
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Typ 2: Irreversible Verankcrung des Linkennolekuls auf dcr Festphasc; 
Abspaitung des Linkers durch 2-StufcDmechanismu5 

a; scnnciic saure Acctainyaroiyse ^Acunj; 

B: langsame Phosphodiestercyclisicrung (LiOH); 

Synthese: 



1 




8 



0 C«inphmutfotuiure/Tohiol 




13c 




Optional: 
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ll^lStriikturi 


Simtmiea : 
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Reaktionsschema: 




o 



X = NH : PS-Ainino-HL30(Phannacia) 
X = O : PS -Hydroxy-HL30( Pharmacia) 



R = H.CHi; 



X = NH; Y=> t'. 2 

N— N 



X = 0; Y = 



N N 



X= NH : PS-NHi-Jcffaminc 
X = O : PS-OH-Jeffamine 



■■'•IV'T.-V?" •. ,■ .. .; - -nv. 


> ,(■-..>, ■ — •J 
.1 

\ +^ t ■ T V— tm. „ » V 


/material i 

- f'UJ* *<'- 
^ ■" ■ " •"•■*"■*.• 
- % - 4iS If r 


- •Versuchs- .-^ 

■• • «•< 

:" — aummcr 

i-.^"^ !•. • 1 ; 


'^-BcladuiiKS--'< 
nummer-i'£j: 

■ ' •*,■•^ - -"T * - f' • 




TCappins 


»*7Hfii-vr 'if*'* i— 


PS-NH;-Jcffaminc 


• NH 


PS-Amino- 
HL30 




V224A 


l06mK(l5.2 

pmoDTrlise; 

18 J mg(97,9 

\xmo\) PCT 

Aktivierune. 

IBh/RT/im'l 

AcN): 

1 .75 mmol 

icframine iOO; 

24h/RT 

+5W60'C 






PS-NH:.Jeffaminc 


- NH 


PS-Amino- 
HUO 




V23:a 


510mg 

(73jjmol)TiiEcr; 
163 mg(862 
Mmol) PCT 
Atctivierunz 
l7h/RT/5 ml 
AcN: 0.525 
mmol Jcffamin 
500:2.5 h 
RT+5.5h/60'C 






PS-NH;.Jeffamine 


- NH 


PS-Amino- 
HL30 




V23SB3 


1.024 g(U5 
pmol) Traeer; 
200mg(i"033 
mmol) 
Aktivieruns: 
24h/RT/20'ml 
AcN; 400 me 
akt. Triictff 

♦300 M» 

Jeffamin 

500/24h/60Xl 


10ml 

DMF; 

3 ml 

Pyridln; 

0.5 ml 

AcO; 

15' 

min/RT: 


BPB: 60 
pmoUg 


PS-OH-Jcflaminc 


-0 


PS- 
Hydro IV- 
HL30 




v:3:b 


357 mg Trazer: 
137 mg CDI 
(844 Mmoh. 
Aktivierung 
I7h/RT/5 ml 
AcN; 525 ^mol 
Jeffamin 
500;2.5 h 
RT+5.5h,WC 
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Vorteile des Spaccrmolekiils: 

• Nach Aktivierung der Aminofunktion konnen die nicht umgesetzten Funktionen auf der 
Trageroberflache mit Essigsaureanhydrid gecappt werden. Mogliche Nebenreaktionen 
durch vicinale Hydroxyfunktionen (intramolekularer Ringschlufl und Abspaltung vom 
Trager wahrend der Ammoniakbehandlung) werden dadurch vermieden. 

• Die Beladung kann darch Anfarben der nicht abreagierten basischen Aminofunktionen 
iiber den Bromphenoiblau (BPB)-Test nach Aktiviemng, Capping bzw. Aminolyse 
ermitteit werden. 

• Durch die Verwendung von bisfunktionellen Aminopolyglykolspacem (z. B. Jeffamin 
500) wird die hydrophobe Tageroberflache hydrophiler. Dies kann sich positiv auf die 
Reaktionsausbeuten bei der Oligomerensynthese auswirken (z.B. verringert sich die 
elektrostatische Aufladung, die hydrophilen Spacerarme ragen weiter in polare 
Losungsmittel hinaus etc.) 
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Struktur: 




■Name -V 


(- R) 


:Trfiger- • 
material 


Vcraucha- 
ntunmer ■ 


numnier 


BedihgiuigcD 


Capping : 


: Bctadimgir-: 

:;-^-::.-:ZjJd;;;;:>:;r-x 


PS-NH,- 
Amtnohcxanc 


-NH 
(-H) 


PS-Amino 
HL30 




277 


500 mg (71,5 
^mol) Tr&ger, 
50 mg PCX 
(264 nmol); 
24h/RT; 
600 ^mot 
1.6. 

Diaminohexane 
4,0 ml 

AcN/DMF(l/l) 
60*ai2h 


ACjO 

DMF 

P>7idin 

(0.5/5/2 

ml) 

500mg 
DMAP 
10 

min/RT 


BPB: 
t02 ^mol/g 


PS-NHj- 
Aininohcxanc 


• NH 
(- H) 


PS-Amino- 
HUO 




V288.B4 


1.024 g (144 
pmol) Triger, 
200 mg PCI 
(1053 nmol); 
24h/RT; 
600 mgaikt 
Trigcr+420 mg 
1.6- 

Diaminohcxase 
12h/60''C 




BPB: 
188 ^mol/g 

(7) 


PS-NHj- 
Mcthylaminohcxanc 


-NH 


PS-Amino- 
HLJO 




V312 


1.031 g(145 
Mniol)Trag«-, 
125 mg PCT 
(0.661 mmol); 
Aktivicrung 
3h/RT/10 ml 
AcN; 300 mg 
N.N'. 

DimmcthyI-1,6* 
hexanediamine; 
16h/60*C 


Ac,0 
DMF 
Pyrldin 

(03/5/2 m 
D 

SOOmg 
DMAP 
IS 

min/RT 


BPB: 
97 |imo[/g 
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Reaktionsschema: 




H O 




MMTrO 



'V,V^. •■'■".■■ ■V , "■■^ ^■»-r^X" 

--•i:^ ci-i ^ Name -vv --cr^Vr. 
. • *,. -1^- ^ • • . ■ ■ .r**-.,*,*"^ » 

. c-.-.^. '^T,* ^.-vr.-.- 1- -r 

■ ip.-,.^-d- , « -< C. ' • ■»r.'rf'r> 

■ 1 .M* 1 - f **• - ^^^^ * ^4*. 

jl t v'( JV>f • Vm i.a iim • • 1^ Jw I A ' Avi^ »** 


*-if •, ^ • ». 
W 

:."*■"»*» ^ H" 


riXragerkr.; 
material 

■■ li -' , J I.* ; 

V.v* <!■ iA,-v. : J 
— o. J , _ 

•ift-f -v.-rt-. - 


'-•nun 

t^** < - ' - ■ ^ 

- 


uchs- 
tuner'" *- 
acer) 

.""ir^t 


Dela dun gs-J^ 
;.r-.nunimer^vT..- 

-.t-* , .. '1. , . - • ^tr-.t 


.iBedinguiigexilf 

-t ; r-»-^' t ri- »— ■ 'T'>i*^r^' 


>Cappmg'i 

' •»''V.,*(«t 4^ .w '. 

» ^ ■r^^*•,V*^'^ * 
— -- *i — 


;'BeIad tings*:* 


PS-NHj-Thymidin- 
3'.5'-MMTr 


NH 


PS-Amino- 
HL30 


V210 


V225 


118 mg (17 
Uniol) Tragcr; 
8.2 mg (8.4 
pmol) : 

15h/60*C/1.5 
ml AcN; 


Ac,0 

DNtF 

P)Tidin 

(0,1/1.0/0. 

5ml) 

100 mg 

DMAP 

60 

min/RT 


MMTr: 
27 pmol/g 


PS-NH;-Jcffamine- 
Thymidin-3'.5'-MMTr 


NH 


PS-NH,- 
Jeffamine 


V210/V232A 


V240A 


86mg V232A 
7.8 mg (8.0 
^lmol) V210; 
25h/6O*C/l.0 
ml AcN 




MMTr: 
15 pmol 


PS-OH-Jeffamine- 
Thymidin-3'.5-MMTr 


O 


PS-OH- 
Jeffamine- 
Thymidin- 
3'.5-MMTr 


V210/V232B 


V240B 


60 mg V232B 
7.7 mg (7.9 
pmol) V2I0; 
25h/60''C/1.0 
ml AcN 




MMTr: 
18 nmol 
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Reaktionsschema: 




.Name .v.:^-;^-: 

.4*r ^t-t' - f^rV-* 

w*Wb**a*' r ■ ^■ p iM 1 ■ 1 ill ' ' y 

T -^>-:.i» 1* *..-.- • A- i? '.,,♦%;!-: ^ •S'^ 
'^^',^^•** • r ■ ; » I -• '',-» ■■ ••■ \rv»'."' 




i^!rrdgcr-:i^. 
.•\matcrial ri 


>>V€rsuchs* " ~ 
T'Dummer V^v 

- ^ ^ \-^^''T? 
If- fTf W"^ »*»<l-'fa» 

*»^. t.-i « ^'"^'^^ 

AS'^a*^ > nig— 

v*-'*^- r"!W• 


•s^nummer >> 

. lA'V^.-. » \r- tT- ■ — 1( 

■■i ^'-fc ^* ***|^Mi* 'l**^^« 


BeoingungenJ! 


:lCapping:* 


^Beiadungs-''-- 


■•^L> ^i"**.* 


,rr'-';'*^i*f»«'it*»* rr^i** 


• 1. 1 ^(Utrir-f /. u »■ -t* 


PS-NHj- 
Bcnyzlalkohol-OH 


- H 


PS-Amino 
HL30 


D744 


310 


500mg(7l,5 

pmol)Trtger; 

80 mg (329 

^molB4,6 

Mol^uivalente) 

20h/60-70''C in 

5mlCHjCN 


DMAP 
Ac,0 
CHjCN 
30 min. 
RT 


Indirekt Uber 
BPB 

I lOpmol/g 


PS-NHj- 
Benyzlalkohol- 
ODMTr 


- DNtTr 


PS-Amino- 
HL30 


V366-P1 











Vorteile des Spacermolekiils: 

Eine mbgliche Nebenreaktion durch vicinale Hydroxyfunktionen wird vermieden. 
Die Beladung kann durch Anfarben der nicht abreagierten basischen Aminofunktionen 
uber den Bromphenolblau (BPB)-Test ermittelt werden, insbesondere wenn R = H. Bei 
der tritylierten Variante kann die Beladung entweder uber BPB oder nach dem Cappen 
liber den Tritylwert bestimmt werden. 

Bei Beladung mit einem 3'-0-Phosphoramidit entstehen statt den saurelabilen 
Phosphorsaureamidaten die stabileren Phosphorsaurediester'. Dies ist im Hinblick auf 
die Verwendung von Safety-Catch-2'-0-Acetal-Linkem (Vergl. Anlage 5) von Vorteil! 



^ W. Bannwarlh; Helv. Chim. Acta, Vol.Tl, 1517 (1988); 
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Anspruche 



1 . Vorrichtung fUr eine automatisierte simuitane chemische 
Synthase und fakultative Aufreinigung einer Vielzahl von 
Produkten an der Festphase, dadurch gekennzeichnet, daft ei- 
ne Vielzahl, insbesondere 10 bis 100, vorzugsweise 48 oder 
ein Vielfaches davon, und vorzugsweise 400, von separaten, 
nach oben und unten offenen Reaktionsgef aJ3en bzw. Reaktoren 
als parallel in eineiti Block bzw. Reaktorblock (Figur 6) an- 
geordnete Kanale (bzw. Reaktionskanale ) oder Saulen (bzw. 
Reaktionssaulen) , insbesondere kleine Saulen, vorgesehen 
sind, die entweder gemeinsam oder einzeln entnehmbar sind; 
in den Kanalen bzw. Saulen Tragermaterial fur die Synthese 
(Festphase) entweder zwischen zwei inerte porose Frittenbo- 
den Oder selbst als chemisch modif izierte Fritten- oder 
Filterboden eingebracht ist, so daft von oben zugegebene 
flUssige Medien allein durch die Oberf lachenspannung und 
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Benetzung des Tragermaterials im Reaktor bzw. in den Reak- 
tionsgef alien festgehalten werden konnen; und gegebenenf alls 
eine Inertgasversorgung vorgesehen ist. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 

die uber ein schaltbares Ventil an eine Vakuumpumpe ange- 
schlossen ist, so daJi fliissige Medien aus den Reaktionsge- 
fafien bzw. Reaktoren und den darin enthaltenen Tragermate- 
ralien simultan abgesaugt werden konnen, 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die oberen Eing^nge der Saulen bzw. Reaktionssau- 
len im Reaktorblock durch eine daruber angebrachte Loch- 
blende oaer em aaruder anget>racntes Fraiiblecn abgeaeckt 
sind, so dafi die Reaktionssaulen mit einem Inertgas, insbe- 
sondere Stickstoff oder Argon, geflutet werden konnen und 
der Inertgasstrom gegebenenf alls wahrend des Absaugvorgan- 
ges deutlich erhoht werden kann; oder 

daft der Raum uber den Reaktionssaulen bzw. Reaktionskana- 
len durch eine verschiebbare Lochblende gezielt verschios- 
sen werden kann, so daB die Reagenzien mit Inertgasuber- 
druck aus den Reaktionssaulen oder Reaktionskanalen ausge- 
blasen werden konnen. 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzGichnet, dafi die Vorrichtung mit einem xyz- 
Pipettierroboter, mit elektronisch steuerbaren Dosiersprit- 
zen (Dilutoren) mit einer oder mit mehreren Dosiernadeln 
und gegebenenfalls zusatzlich mit einem oder mit mehreren 
Dosierkammen versehen ist, so daft chemische Bausteine, Rea- 
genzien und Losungsmittel auf die Reaktionsgef afte verteilt 
werden konnen und jeder Reaktor einzeln adressierbar ist. 
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5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 

jede Dosiernadel mit mehreren, mindestens mit zwei, an se- 
parate Dosiersprit zen angeschlossenen und daitiit getrennt 
befUllbaren inneren Kanalen versehen ist, deren Enden sich 
erst kurz vor dem Auslafi treffen (Fig. 8), so daJi bei si- 

iUUJ. Ldilt; i. iJU^D X c-L u.iiy iiiciii. c: J. Ci. ij.^^ *- j. 

kurz vor der Abgabe in der Spitze der Dosiernadel erfolgt; 
wobei 

gegebenenf alls ein Kanal auch an die Inertgasversorgung 
angeschiossen sein kann, so dali liber ein Inertgaspuls das 
Mischvolumen ausgedriickt werden kann. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeich- 
net, dali die Dosiernadeln in der Langsachse federnd gela- 
gert sina, so aaii aie uosiernadein auf das TLayexmatcr ial 
Oder die Deckfritten in den Reaktorkanalen aufgesetzt und 
so auch kleinste Volumina bis herunter zu 1 Nanoliter si- 
cher abgesetzt werden konnen. 

7. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, ge- 
kennzeichnet durch mit Septen verschlossene Gefafiie, die in 
einem vom Reaktionsblock getrennten Reagenzienblock fur ei- 
ne Vielzahl, insbesondere 2 bis 100 und vorzugsweise 24, 
chemische Bausteine und Reagenzien vorgesehen sind. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Halse der GefaJie im Reaktorbiock mit Septen verschlos- 
sen und durch eine daruber angebrachte Lochblende, insbe- 
sondere ein Prallblech, abgedeckt sind, so daB sie mit 
Inertgas, vorzugsweise mit Stickstoff oder Argon, geflutet 
werden konnen. 
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9. Vorrichtung nach Anspruch A oder 5, gekennzeichnet durch 
Transf erports, die entweder direkt oder liber schaltbare 
Ventile mit Vorratsgef alien bzw. Vorrats f laschen verbunden 
sind (Fig. 6), wobei diese Vorratsgef alie gegebenenf alls mit 
einem geringen Oberdruck beauf schlagbar sind, so daB Rea- 

\ TTi-; -h nmc; i ornAH<aT n ^imh ;qnc; Trans feroorts entnoiniuen 
werden konnen. 

10. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche/ insbe- 
sondere nach Anspruch 4, gekennzeichnet durch Solventf la- 
schen, Dosiersprit zen und ein oder mehrere Dosierkamme, so 
daJ^ Losungsmittel und/oder Reagenzien aus Solventf laschen 
mittels Dosierspritzen oder durch Inertgasiiberdruck auch 
uber einen oder mehrere Dosierkamme simultan auf mehrere 
Rccaktoi cii xTcihenwc 1 56 vert6a.lt werdan konnen . 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, insbe- 
sondere nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daI5 das 
Tragermaterial eine Schicht im Reaktorkanal bildet, die 
gleichmaiiig von aufgegebenen Reagenzien und/oder Losungs- 
mitteln allein durch die Schwerkraft durchstromt werden 
kann . 

12. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, ge- 
kennzeichnet durch einen S teuerungsrechner , der die Gesamt- 
heit aller Produkte fur ein Syntheseprogramm mit Hilfe ei- 
ner Liste von ASCII-Worten einer Software, bei der die che- 
mischen Bausteine (Monomere) , die fur den Aufbau der Pro- 
dukte eingesetzt werden, als ASCII-Letter codiert sind und 
die Produkte so als TU^folge von Auf baureaktionen (Mono- 
mereinbaureaktion) durch ASCII-Worte beschrieben sind, in 
Ventilschaltungs-, Dosierspritzenbewegungs- und Roboterarm- 
bewegungsoperationen umsetzen kann, wobei jeder Monomerein- 
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bau aus einer Folge von mehreren Reaktionsschritten und 
Schaltungsoperationen bestehen kann . 

13. Reaktor nach einem der vorhergehenden Anspriiche, gekenn- 
zeichnet durch eine zum Reaktor bzw. zur Reaktoranordnung 

und/oder eine der Reaktoranordnung koinplementare Anordnung 
von Auf f anggef aiben . 

14. Verfahren insbesondere unter Verwendung einer Vorrichtung 
gemaii einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zGichnet, daJb fur die kovalente Verknupfung der Produkte 
mit Tragermaterial geeignete Verkniipf ungsbaus teine (Linker) 
vorgesehen werden, die eine selektive und schcnende finale 

die Synthese von oligomeren Verbindungen, insbesondere von 
Oligonucleotiden oder Peptiden, ein universeller Linker 
vorgesehen wird, an den auch die Bausteine der ersten Auf- 
baureaktion mit dem gleichen chemischen Reaktionstyp ver- 
knupft werden konnen, der auch fUr die weiteren Aufbaureak- 
tionen eingesetzt wird, wodurch fur die ganze Synthese ei- 
ner Verbindungskiasse nur ein Typ von Bausteinen gebraucht 
wird, insbesondere nur ein Nucleosid-3 '-phosphoramidi t fur 
die Synthese von 3 '-OH-Oligonucleotiden . 

15. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daii der 
Linker bei den finalen Abspal tungsreaktionen in an sich be- 
kannter Weise erst in eine labile, aber noch intakte Form 
uberfUhrt wird ( saf ety-catch-Linker ) , die dann durch eine 
milde chemische Behandlung, vorzugsweise eine pH- 
Veranderung, gespalten wird, wobei man insbesondere die ko- 
valent fixierten Produkte einfach durch automatische 
Waschoperationen an Tragermaterial von chemischen Reagen- 
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zien reinigt und erst ganz zum Schlufi aus den Reaktoren in 
eine der Reaktoranordnung komplementare Anordnung von Auf- 
fanggefaften eluiert (Fig. 9) . 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15^ dadurch gekennzeichnetr 

ddf^ die niclprc dii k c d c r ^ -t-VicioctT-* mTi- oSnor" ;=iic; A'T'Tini" 

tatslabel nutzbaren Gruppe versehen werden, iiber die die 
Zielprodukte an eine entsprechende Af f initatsphase gebunden 
werden k5nnen, wobei man insbesondere die aus den Reaktoren 
eluierten Produkte in eine der Reaktoranordnung komplemen- 
tare Anordnung von Af f initatssaulen (Fig. 9) uberfUhrt und 
durch automatisierte Waschoperationen von Nebenprodukten 
reinigt, wonach man die Zielprodukte durch automatisierte 
Wasch- Oder Abspal tungsoperationen aus den Aff initatssaulen 
ill tiiiifci dejL ReaktOifarior dnunq kouLplexrierita.re Anordnung von 
Auffanggef alien eluiert. 

17. Verfahren nach Anspruch 14, 15 oder 16, wobei man Affini- 
tatssaulen mit Bindungskapazitaten verwendet, die derart 
limitiert sind, daib auch bei unterschiedlichen Syntheseaus- 
beuten je Reaktor eine gleiche Mindestmenge an Zielprodukt 
gebunden und eluiert wird, so daB alle Produkte einer mul- 
tipien Synthese in aquimolaren Mengen erhalten werden kon- 
nen. 
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PEP] PE(21 PEp) PEPIrad 



Abbildung 2: Reakti vital der Oberflachen verschiedener PE-Maierialien im Trityliemngs-ZDetritylie- 
rungstest; red. = reduktiv gesauben. 




Abbildung 3: Gesteuerte Hydroxy liemng von PE-Material. 
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® 
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Abbildung 4: Beispiele fur die in Abbildung 1 konzipierten modularen Synthesctrager. Ausgangs- 
material ist hydroxy iiertes Polymer; 1 und 2 sind konventionelle Tragerbeladungen mil 3'-Nucleosid- 
succinaten ohne und mit Spacer: 3 ist das Konzept des universellen Linkers (X = Acyl) und des 
"safety-catch"-Linkers (X = orthogonaie Schutzgruppe) wobei das riboU-Nucleosid den Linker 
darstellt und nicht in das Oligonucleotid eingebaut wird. 4^ /W f^cl^x^^ m ieAhi ecC 
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Abbildung 5: Beispiel fQr die Quaiitatcn von Oligonucleotid-Synihcseprodukten hcrgestellt in einem 
konventioneilem Synthesizer auf konventioneilcm Triigerharz (oben) und auf PE-Frittenmaterial 
dcrivatisiert nach Abb. 4 Typ L 
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